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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　皮膚損傷または火傷の治療用である、ヒト胎盤由来の間葉系細胞の抽出液を含む皮膚外
用剤。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ヒト胎盤由来の間葉系細胞もしくは該細胞抽出液を含む、皮膚外用剤、特に
皮膚損傷または火傷の治療用外用剤組成物に関する。
【背景技術】
【０００２】
　一般的な意味での間葉系細胞とは、組織学的には結合組織を構成し、血管内皮細胞や血
管内皮前駆細胞などの血管系細胞とは異なり一般的に複数の分化能を有する多能細胞であ
る。特に、間葉系幹細胞は、骨、軟骨、脂肪、心臓、神経、肝臓の細胞などになることが
知られており、分化した線維芽細胞、毛乳頭細胞、脂肪細胞、歯髄細胞なども、間葉系細
胞に属するものである。
【０００３】
　幾つかの間葉系細胞が各種疾患に関与しているとの報告もなされている。例えば、滑膜
に存在する間葉系細胞は、慢性関節リウマチ、膠原病などの関節破壊に関与しているとの
報告がある。この場合、滑膜間葉系細胞の活動を抑制することが、関節障害の治療等にお
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いて試みられている。
【０００４】
　本発明者らは、ヒト胎盤に存在する間質細胞（血管内皮細胞以外の細胞）群に着目し、
そこに含まれる間葉系細胞を生体に移植投与することで、生体に血管新生作用を促すこと
ができることを見出し、特許出願している（特許文献１）。しかし、胎盤は胎児と母体と
の栄養交換の場であって妊娠期間中は極めて重要な組織であるものの、出産後は臍帯とと
もに廃棄されるものであることから、これらの有用性を論じた文献等は上記の特許出願以
外に殆ど例が無く、特に皮膚疾患に関する有用性を示した先行技術は見当たらない。
【特許文献１】国際公開第０３／０８２３０５号パンフレット
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　本発明者らは、ヒト胎盤由来の間葉系細胞の有用性について見当を重ねた結果、該細胞
または該細胞抽出液が皮膚再生を促進する機能を有していることを見いだし、本発明を完
成した。
【０００６】
　すなわち本発明は、ヒト胎盤由来の間葉系細胞もしくは該細胞の抽出液を含む皮膚外用
剤である。特に本発明は、皮膚剥離等の外的損傷を受けた皮膚、あるいは火傷により損傷
を受けた皮膚の早期再生を促すことのできる皮膚外用剤である。
【０００７】
　ヒト胎盤由来の間葉系細胞は、例えば、ヒト胎盤を氷上に回収した後、胎盤の母体側か
らハサミで組織を採取した胎盤切片にトリプシンとＥＤＴＡを加えたＤＭＥＭ培地を加え
て単離することができる。本発明では、上述の様にヒト胎盤から単離した間葉系細胞、あ
るいはその後に適当な培地で培養した間葉系細胞をそのまま、あるいは該細胞を破壊して
得られる抽出液を、適当な形態の外用剤として使用するものである。
【０００８】
　本発明の外用剤は、傷害により失われた皮膚の再生能を有している。例えば、脚部の皮
膚を外科的に剥離したラットに対して、該剥離部の皮膚の再生を有意に促進する効果を有
している。この皮膚の再生は、特許文献１で報告されている虚血性疾患治療効果とは医学
的に異なる治療効果であることから、該間葉系細胞が皮膚の再生に作用する何らかの因子
を産生していると推察される。
【０００９】
　本発明である皮膚外用剤の好ましい形態はローション又は軟膏である。ヒト胎盤由来の
間葉系細胞の含有量は、１×１０４～１×１０８個、好ましくは１×１０５～１×１０７

個、さらに好ましくは１×１０５～１×１０６個である。細胞抽出物を用いる場合には上
記個数に相当する抽出物を外用剤に含ませればよい。
【発明の効果】
【００１０】
　本発明の皮膚外用剤は、損傷した皮膚の再生治癒効果を有しており、医薬として利用可
能である。また、かかる皮膚再生能に基き、荒れた肌のきめを整えたり、皮膚の張りやつ
やを与えるなど、化粧料としても利用することができる。特に本発明は摘出されたヒト組
織を原料とすることから、ヒトに適用された場合にアレルギー等の好ましくない免疫反応
を惹起することなく、安全に使用することができる。
【００１１】
　すなわち本発明は、ヒト胎盤由来の間葉系細胞もしくは該細胞の抽出液を含む皮膚外用
剤である。特に本発明は、皮膚剥離等の外的損傷を受けた皮膚、あるいは火傷により損傷
を受けた皮膚の早期再生を促すことのできる皮膚外用剤である。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１２】
　（間葉系細胞の調製、培養、保存）
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　本発明で用いるヒト胎盤由来の間葉系細胞は、例えば、ヒト胎盤を氷上に回収した後、
胎盤の母体側からハサミで組織を採取した胎盤切片にトリプシンとＥＤＴＡを加えたＤＭ
ＥＭ培地を加え、室温で細胞を単離することができ、特別な操作は必要としない。なお、
ヒト胎盤それ自体は一般に出産の際の廃棄物として扱われており、医療現場において日常
的に入手可能な分離材料である。
【００１３】
　ヒト胎盤から単離した間葉系細胞は、従来公知の方法により保存することができる。例
えば、１０％グリセリンもしくは１０％ジメチルスルホキシドと、１０％血清とを含む栄
養培地中に１０５～１０８個／ｍｌ、好ましくは１０６～１０７個／ｍｌ、さらに好まし
くは５×１０６個／ｍｌの細胞濃度で浮遊させた状態で、－８０℃あるいは液体窒素中で
凍結保存することができる。保存された細胞株は、急速溶解（例えば、３７℃の水浴に浸
す）後、１０倍量の同培地を添加して攪拌し、遠心分離して回収された細胞を所望の培地
に加えることで、再び増殖させることができる。
【００１４】
　間葉系細胞は、適当な培地で増殖させることも出来る。培養は、一般的には３３～３９
℃、好ましくは３７℃で、ウシ胎児血清、好ましくは非働化ウシ胎児血清（熱処理するこ
とにより、補体を不活化したウシ胎児血清）を３～１０％（好ましくは１０％）含む基礎
培地、例えばα－ＭＥＭ培地などを用いればよい。また通気は、５％ＣＯ2を含む空気を
用い、湿度は８０～１２０％（好ましくは１００％）に保って培養を行うことができる。
【００１５】
　しかし、当該培養細胞を最終的にヒトに投与することを考慮すれば、ヒトに対して免疫
反応をもたらす異物を含まない条件下で、間葉系細胞の培養を行うことが好ましい。例え
ば、ＭＥＭ培地、ＲＰＭＩ １６４０、ＲＩＴＣ８０－７、ＭＣＤＢ系列、ＨａｍＦ－１
２・ＤＭＥ１：１混合培地等のような、アミノ酸類にビタミン類等を添加した基礎培地に
、ヒト血清アルブミンおよび細胞増殖因子を添加した、非ヒト動物由来の蛋白質成分を含
まない培地で培養することが好ましい。
【００１６】
　増殖因子としては、血小板由来増殖因子（ＰＤＧＦ、Ｐｌａｔｅｌｅｔ－Ｄｅｒｉｖｅ
ｄ　Ｇｒｏｗｔｈ　Ｆａｃｔｏｒ）、線維芽細胞増殖因子（ｂＦＧＦ、ｂａｓｉｃ Ｆｉ
ｂｒｏｂｌａｓｔ Ｇｒｏｗｔｈ Ｆａｃｔｏｒ）、上皮細胞増殖因子（ＥＧＦ、Ｅｐｉｄ
ｅｒｍａｌ Ｇｒｏｗｔｈ Ｆａｃｔｏｒ）およびインスリンからなる群より選ばれる１種
以上である。これらの増殖因子は、例えばＲ＆Ｄ社またはＳｉｇｍａ社から研究用試薬と
して市販されているものでもよく、生体から分離精製したものや遺伝子組み換え手法によ
り生産したものであってもよい。その添加量は０．０１～１０００ｎｇ／ｍｌ、好ましく
は０．１～１００ｎｇ／ｍｌ、最も好ましくは１～１０ｎｇ／ｍｌである。
【００１７】
　また、ヒト血清は、献血された血液等から遠心分離などによって用意することができる
。ヒト血清の添加量は、培養培地の約１～２０％、好ましくは２～１５％、最も好ましく
は５～１０％である。製剤化されたヒトアルブミンを用いる場合には、０．０１～１０％
、好ましくは０．０５～１％、最も好ましくは０．１～０．５％である。
【００１８】
　さらに、酸化防止剤、特に２－メルカプトエタノール、アスコルビン酸およびビタミン
Ｅよりなる群から選ばれる酸化防止剤を培地に添加することにより、細胞増殖を更に増強
させることができる。酸化防止剤の添加量は２－メルカプトエタノールの場合で０．０１
～１００μＭ、好ましくは０．１～５０μＭ、最も好ましくは１～１０μＭである。アス
コルビン酸又はビタミンＥについては、上記２－メルカプトエタノールと等価の量を用い
ることができる。
【００１９】
　（皮膚外用剤の調製）
　本発明の皮膚外用剤は、通常外用剤に用いられる原料を用い、一般的な方法により調製
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すればよい。例えば、界面活性剤（親油型グリセリンモノテスアレートや自己乳化型グリ
セリンモノステアレートなどのノニオン界面活性剤、ステアリン酸ナトリウム、パルミチ
ン酸トリエタノールアミン、Ｎ－アシルグルタミン酸ナトリウム等のアニオン界面活性剤
、塩化ステアリルジメチルベンジルアンモニウム等カチオン界面活性剤、両性界面活性剤
など）、油分（ヒマシ油等の植物油脂類、ラノリン等のロウ類、ワセリン等の炭化水素類
）、セタノール等の天然および合成高級アルコール類、グリセリン等の保湿剤、アルギン
酸ナトリウム等の増粘剤、安息香酸塩等の防腐剤、ジブチルヒドロキシトルエン等の酸化
防止剤、エチレンジアミン四酢酸塩等のキレート剤、クエン酸等のｐＨ調整剤、その他香
料、色素、紫外線吸収・散乱剤、ビタミン類、アミノ酸類、水等を配合して調製すること
ができる。
【００２０】
　具体的な形態としては、親水性軟膏、ローション剤、スプレー剤、クリーム、乳液、化
粧水、美容液、パック剤、アンダーメークアップ、ファンデーション、ゼリー剤などを揚
げる事ができる。好ましくは、親水性軟膏、ローションである。それぞれの剤型は、例え
ば薬局方等に示される一般的な方法により調製することができる。
【００２１】
　また、本発明の皮膚外用剤には皮膚再生を促進させる細胞成長因子を添加してもよい。
これらの細胞成長因子としては、酸性および塩基性線維芽細胞増殖因子（ＦＧＦ）、上皮
細胞増殖因子（ＥＧＦ）などが挙げられる。
【００２２】
　以下、実施例により本発明を詳細に説明するが、本発明はこれらの実施例にのみ限定さ
れるものではない。
【実施例１】
【００２３】
　親水性軟膏の調製
　ヒト胎盤から分離した間葉系細胞１×１０５個を、１０％のＦＣＳを添加したＤＭＥ培
地に接種し、３７℃、５％ＣＯ２、湿度１００％の条件下で３日間培養し、最終的に３×
１０５個の細胞をＰＢＳ（リン酸緩衝液)に回収した。
【００２４】
　この細胞を、凍結融解を繰り返して破壊し、５０００ｒｐｍ、２０分間の遠心操作で上
澄を回収して細胞抽出液とした。この細胞抽出液を含む下記組成の親水軟膏１０ｇを調製
した。
【００２５】
　　組成（親水軟膏１００ｇ当たり)
　　　白色ワセリン　　　　　　　　　　　　　　２５ｇ
　　　ステアリルアルコール　　　　　　　　　　２０ｇ
　　　プロピレングリコール　　　　　　　　　　１２ｇ
　　　ポリオキシエチレン硬化ヒマシ油６０　　　　４ｇ
　　　モノステアリン酸グリセリン　　　　　　　　１ｇ
　　　パラオキシ安息香酸メチル　　　　　　　０．１ｇ
　　　パラオキシ安息香酸プロピル　　　　　　０．１ｇ
　　　細胞抽出液　　　　　　　　　　　　　　５０ｍＬ
　　　精製水　　　　　　　　　　　　　　　　　　適量
【実施例２】
【００２６】
　ローションの調製
　実施例１と同様にして調製した培養細胞１×１０６個を、１ｍＬのＰＢＳに縣濁後、凍
結融解を繰り返して破壊し、細胞抽出液を含むローション１ｍＬを調製した。
【００２７】
　［試験例］
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　マウス（２０体)の側部の皮膚を１２ｍｍ画で切除した後に、実施例１で調製した軟膏
５０ｍｇを１回のみ塗付し、６日後の創部の面積を、ノギスを用いて測定した。コントロ
ールとして、ＰＢＳのみを加えた親水軟膏を同じ条件で塗付したモデル（２０体）を用意
し、創部の面積をノギスを用いて測定し、比較した。
【００２８】
　本発明の皮膚外用剤は、コントロールに比べ、有意に皮膚損傷を修復した（ｐ＜０．０
５、Ｍａｎ－Ｗｈｉｔｎｅｙ　ｕ検定、図１）。縦軸は創部面積を、バーは標準誤差を、
それぞれ示す。
【図面の簡単な説明】
【００２９】
【図１】図１は、本発明の皮膚外用剤による皮膚再生の効果を示す。

【図１】



(6) JP 4838981 B2 2011.12.14

10

フロントページの続き

(72)発明者  高橋　恒夫
            東京都港区白金台４－５－７－４０１

    審査官  守安　智

(56)参考文献  特表平０９－５１０３４８（ＪＰ，Ａ）　　　
              国際公開第０３／０８０８２２（ＷＯ，Ａ１）　　
              吉川隆章，再生医療  急速に進む実用化への道  骨髄間葉系細胞による培養骨および培養真皮移
              植による再生，治療学，２００１年，Vol.35, No.10，p.1091-1096

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              Ａ６１Ｋ　　３５／００、８／００
              ＣＡｐｌｕｓ／ＭＥＤＬＩＮＥ／ＥＭＢＡＳＥ／ＢＩＯＳＩＳ（ＳＴＮ）ＪＳＴＰｌｕｓ／ＪＭ
              ＥＤＰｌｕｓ／ＪＳＴ７５８０（ＪＤｒｅａｍＩＩ）
              　
              　　　　


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	overflow

